Fosfopeptidien hapetusreaktiot titaanioksidivalokatalyysissa by Ollikainen, Elisa
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FOSFOPEPTIDIEN HAPETUSREAKTIOT 
TITAANIDIOKSIDIVALOKATALYYSISSA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Elisa Ollikainen 
Helsingin yliopisto 
Farmasian tiedekunta 
Farmaseuttisen kemian osasto 
 
Maaliskuu 2013 
 
Tiedekunta/Osasto Fakultet/Sektion – Faculty Laitos Institution – Department
TekijäFörfattare – Author
Työn nimi Arbetets titel – Title
Oppiaine Läroämne – Subject
Työn laji Arbetets art – Level Aika Datum – Month and year Sivumäärä Sidoantal – Number of pages
Tiivistelmä Referat – Abstract
Avainsanat – Nyckelord – Keywords
Säilytyspaikka – Förvaringställe – Where deposited
Muita tietoja – Övriga uppgifter – Additional information
    
 
  
 
 
         
         
         
        
          
           
       
        
       
          
          
     
        
         
        
   
          
         
         
       
        
          
       
          
           
          
         
  
    
  
  
Tiedekunta/Osasto Fakultet/Sektion – Faculty Laitos Institution – Department
TekijäFörfattare – Author
Työn nimi Arbetets titel – Title
Oppiaine Läroämne – Subject
Työn laji Arbetets art – Level Aika Datum – Month and year Sivumäärä Sidoantal – Number of pages
Tiivistelmä Referat – Abstract
Avainsanat – Nyckelord – Keywords
Säilytyspaikka – Förvaringställe – Where deposited
Muita tietoja – Övriga uppgifter – Additional information
      
 
        
 
 
               
            
               
            
              
       
              
             
             
             
  
               
              
           
               
          
         
 
                
          
              
         
             
          
          
              
              
                
              
  
      
   
  
 
 
LYHENNELUETTELO 
 
 
Adda 
 
Asp 
D-Ala 
D-Glu 
DHB 
D-MeAsp 
DMSO 
e- 
ESI 
h+ 
H2O 
H2O2 
HPLC 
HPO3 
H3PO4 
Ile 
IMAC 
IR0 
IR1 
IR3 
KBrO3 
L-Arg 
LC 
L-Leu 
Lys 
MALDI 
Mdha 
MS 
m/z-arvo 
3-amino-9-metoksi-2,6,8-trimetyyli-10-fenyylideka-4,6-
dienonihappo 
asparagiinihappo 
D-alaniini 
D-glutamiinihappo 
2,5-dihydroksibentsoehappo 
D-metyyliasparagiinihappo 
dimetyylisulfoksidi 
elektroni 
sähkösumutusionisaatio 
(elektroni)aukko 
vesi 
vetyperoksidi 
korkean suorituskyvyn nestekromatografia 
metafosforihappo 
fosforihappo 
isoleusiini 
immobilisoitu metalliaffiniteettikromatografia 
fosforyloimaton insuliinireseptoripeptidi 
yhdesti fosforyloitu insuliinireseptoripeptidi 
kolmesti fosforyloitu insuliinireseptoripeptidi 
kaliumbromaatti 
L-arginiini 
nestekromatografia 
L-leusiini 
lysiini 
matriisiavusteinen laserdesorptioionisaatio 
N-metyylidehydroalaniini 
massaspektrometria 
massa/varaus-arvo 
 
 
(NH4)2S2O8 
O2 Oଶ•ି 
OH- 
•OH 
pKa POଷି 
pTyr 
QTOF 
Thr 
TIC 
TiO2 
TOC 
tr 
Tyr 
UPLC 
UV 
XIC 
ammoniumpersulfaatti 
happi 
superoksidianioni 
hydroksidi-ioni 
hydroksyyliradikaali 
happovakion negatiivinen kymmenkantainen logaritmi 
fosfaatti-ioni 
fosfotyrosiini 
kvadrupoli-lentoaikamassaspektrometri 
treoniini 
kokonaisionikromatogrammi 
titaanidioksidi 
orgaanisen hiilen kokonaismäärä 
retentioaika 
tyrosiini 
erittäin korkean suorituskyvyn nestekromatografia 
ultravioletti(säteily) 
eristetty ionikromatogrammi 
 
 
 
SISÄLLYSLUETTELO 
 
1 JOHDANTO .........................................................................................................1 
1.1 Proteiinien fosforyloituminen ja hapettuminen ...............................................1 
1.2 Fosfopeptidien analytiikka .............................................................................3 
1.3 Titaanidioksidivalokatalyysi...........................................................................5 
1.3.1 Valoaktivoidun titaanidioksidin reaktiot .....................................................6 
1.3.2 Olosuhteiden vaikutus titaanidioksidivalokatalyysiin .................................7 
1.3.3 Titaanidioksidikatalyytin muunnokset ...................................................... 14 
1.3.4 Titaanidioksidivalokatalyysin sovellukset ................................................ 15 
1.3.5 Proteiinien, peptidien ja aminohappojen hajoaminen TiO2-valokatalyysissa 
  ................................................................................................................ 16 
1.4 Työn tarkoitus .............................................................................................. 18 
2 KOKEELLINEN OSA ........................................................................................ 19 
2.1 Materiaalit ja menetelmät ............................................................................. 19 
2.1.1 Tutkittavat yhdisteet ................................................................................. 19 
2.1.2 Reagenssit ................................................................................................ 20 
2.1.3 Laitteistot ................................................................................................. 21 
2.1.4 Näytteiden valmistus ................................................................................ 23 
2.2 Tulokset ja pohdinta ..................................................................................... 25 
2.2.1 pH:n vaikutus titaanidioksidivalokatalyysissa ........................................... 27 
2.2.2 Peptidien hajoaminen titaanidioksidivalokatalyysissa ............................... 30 
2.2.3 Reaktiotuotteet ......................................................................................... 31 
2.2.4 Ongelmakohtia ja syitä huonoon toistettavuuteen ..................................... 37 
3 JOHTOPÄÄTÖKSET ......................................................................................... 38 
4 KIRJALLISUUSVIITTEET ................................................................................ 40 
 
1 
 
1 JOHDANTO 
 
1.1 Proteiinien fosforyloituminen ja hapettuminen 
 
Proteiinien fosforyloituminen 
 
Proteiinien palautuva fosforylaatio muuttaa proteiinien konformaatiota, mikä vaikuttaa 
merkittävästi niiden toimintaan ja aktiivisuuteen.1 Fosforylaatio aiheuttaa muutoksia 
proteiinien biologisessa aktiivisuudessa ja hajoamisnopeudessa. Lisäksi se vaikuttaa 
niiden sijaintiin solun sisällä. Proteiinien fosforylaatiolla on vaikutusta myös solusykliin 
ja solukuolemaan. Usean fosfaattiryhmän liittyminen samaan proteiiniin mahdollistaa 
useita edellä mainituista muutoksista. Lisäksi proteiiniin liittyneiden fosfaattiryhmien 
lukumäärän avulla voidaan säädellä vasteen voimakkuutta ja kestoa. Tällä mekanismilla 
on myös merkittävä rooli soluviestinnän viestinvälitysketjuissa. 
 
Proteiinien fosforylaatiota säätelevät proteiinifosfataasit ja proteiinikinaasit sekä niiden 
aktiivisuuden välinen tasapaino.1 Tämän tasapainon häiriöt johtavat normaalista 
poikkeavaan fosfoproteiinien määrään, minkä uskotaan liittyvän moniin sairauksiin, 
kuten syöpään, diabetekseen ja reumaan. Normaalisti terveen ihmisen elimistössä on 
joka hetki kaikista proteiineista kolmannes fosforyloituneena. 
 
Proteiinit fosforyloituvat yleensä seriini-, treoniini- tai tyrosiiniaminohappojen 
sivuketjuihin.1 Fosforylaatiokohtien tunnistaminen on yksi fosfopeptidianalytiikan 
haasteista. Fosforyloituneiden aminohappotähteiden tunnistaminen on tärkeää, jotta 
fosforylaation merkitys soluviestinnässä voidaan ymmärtää. 
 
Proteiinien hapettuminen 
 
Elimistössä muodostuu superoksidianioneja tulehdusreaktioissa ja normaalin solujen 
aineenvaihdunnan seurauksena sekä ulkoisten tekijöiden, esimerkiksi UV-säteilyn tai 
ilmansaasteiden vaikutuksesta.2 Entsymaattisten reaktioiden kautta superoksidianionista 
voi muodostua vetyperoksidia, joka puolestaan reagoi raudan tai kuparin kanssa 
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muodostaen hydroksyyliradikaaleja (Fenton reaktio).2-4 Hydroksyyliradikaalit ovat 
erittäin reaktiivisia ja voivat hapettaa elimistön biomolekyylejä, kuten proteiineja, 
lipidejä ja hiilihydraatteja.2-3 
 
Hapettuneet proteiinit hajotetaan soluissa yleensä nopeasti, mutta aina solut eivät pysty 
poistamaan niitä, mikä voi yhdessä poikkeuksellisen runsaan hapettumisen kanssa 
johtaa hapettuneiden proteiinien kertymiseen.5 Hapettuneiden proteiinien kertyminen 
kudoksiin liittyy mahdollisesti moniin sairauksiin, kuten kaihiin ja Alzheimerin 
tautiin.6-7 Myös ikääntymiseen liittyvien muutosten yhteyttä hapettuneiden proteiinien 
suurempaan määrään on tutkittu.8 
 
Proteiinien hapettumista on tutkittu altistamalla niitä ionisoivalle säteilylle olosuhteissa, 
joissa muodostuu hydroksyyliradikaaleja ja superoksidianioneja.9-10 Reagoidessaan 
proteiinien kanssa reaktiiviset happiyhdisteet aiheuttavat peptidisidosten katkeamista, 
aminohappojen sivuketjujen hapettumista ja proteiinien välisten sidosten 
muodostumista (cross-linking). 
 
Uudemmissa tutkimuksissa peptidejä ja aminohappoja on hapetettu otsonin avulla ja 
elektrokemiallisesti.11-12 Otsonin avulla hapetetuista 22 aminohaposta vain metioniini, 
tryptofaani, tyrosiini ja histidiini muodostivat hapetustuotteita.11 Metioniinista ja 
tyrosiinista muodostui yhdesti hapettuneita tuotteita (M+O). Tryptofaani hapettui 
pääasiassa kahdesti (M+2O) ja histidiini kolmesti (M+3O). Samat aminohapot 
hapettuivat myös pieniä peptidejä hapetettaessa, ja reaktioissa muodostui samanlaisia 
hapetustuotteita kuin vapailla aminohapoilla. 
 
Elektrokemiallisella hapetuksella on saatu hapettumaan tyrosiinia tai tryptofaania 
sisältäviä peptidejä.12-13 Tyrosiinin hapettuessa muodostui useita erilaisia tuotteita, joista 
osa syntyi peptidiketjun katketessa tyrosiinin C-terminaaliselta puolelta. Myös 
metioniini voidaan hapettaa elektrokemiallisesti, mutta se ei johda peptidiketjun 
katkeamiseen. Proteiineista on lisäksi saatu muodostumaan spesifisiä tyrosiinin ja 
tryptofaanin kohdalta katkenneita peptidejä.14 Reaktioissa muodostui kuitenkin 
enemmän sellaisia hapetustuotteita, joissa fragmentoitumista ei tapahtunut. Näiden 
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tuotteiden rakenteita ei kuitenkaan tunnistettu kyseisessä tutkimuksessa. Peptidissä 
tyrosiinin ja tryptofaanin lähellä olevat aminohapot sekä elektrokemiallisen hapetuksen 
reaktio-olosuhteet vaikuttavat merkittävästi siihen, minkälaisia tuotteita reaktioissa 
syntyy.13 
 
1.2 Fosfopeptidien analytiikka 
 
Fosfopeptidien analytiikassa pyritään erottamaan fosforyloituneet peptidit 
fosforyloitumattomista peptideistä, tunnistamaan fosfopeptidejä ja fosforylaatiokohtia, 
sekä selvittämään fosforyloituneen peptidin osuus kaikista peptideistä. Fosforyloituja 
proteiineja analysoitaessa proteiinit hajotetaan tyypillisesti joko entsymaattisesti tai 
kemiallisesti peptideiksi, jotka voidaan sen jälkeen analysoida.15-17 
 
Fosfopeptidien analysoinnin haasteina ovat proteiineista muodostuvat monimutkaiset 
peptidiseokset, joissa fosfopeptidien määrä on usein hyvin pieni muihin peptideihin 
verrattuna.18 Myös fosforylaatiokohdat vaihtelevat, sillä useimmat proteiinit voivat 
fosforyloitua useaan eri kohtaan, jolloin samasta proteiinista muodostuu useita erilaisia 
fosfoproteiineja ja siten paljon erilaisia fosfopeptidejä. Kun analytiikassa käytetään 
massaspektrometriaa, ongelmana on lisäksi fosfopeptidien heikko ionisoituminen 
erityisesti silloin, kun samassa seoksessa on myös fosforyloitumattomia peptidejä.19 
 
Fosfopeptidit täytyy yleensä rikastaa peptidiseoksesta ennen varsinaista analysointia. 
Nestekromatografian avulla, kapillaarikolonneja ja hyvin pieniä virtausnopeuksia 
käyttämällä, peptidiseos voidaan jakaa fraktioihin, jotka ovat koostumukseltaan 
yksinkertaisempia kuin alkuperäinen seos ja siten helpommin analysoitavissa.20 
 
Toinen rikastuksessa paljon käytetty kromatografiamenetelmä on immobilisoitu 
metalliaffiniteettikromatografia (IMAC), joka perustuu fosfopeptidien sitoutumiseen 
fosfaattiryhmistä rauta(Fe3+)- tai gallium(Ga3+)-ioneihin.17,21 Ongelmana IMAC:aa 
käytettäessä on fosforyloitumattomien peptidien epäspesifinen sitoutuminen metalli-
ioneihin aminohappojen sivuketjuista. Kromatografiamenetelmiä voi myös yhdistää 
toisiinsa tai esimerkiksi kapillaarielektroforeettiseen erotukseen.21-22  
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Fosfopeptidien erottamiseksi on kehitetty myös fosforyloituihin aminohappotähteisiin 
spesifisesti sitoutuvia vasta-aineita.15 Toistaiseksi tällä menetelmällä voidaan erottaa 
vain tyrosiiniin fosforyloituneet peptidit. Treoniiniin ja seriiniin fosforyloituneiden 
peptidien fosfaattiryhmiä voidaan puolestaan muokata kemiallisesti, esimerkiksi 
liittämällä fosfaattiryhmän tilalle biotinyyliryhmä, jonka jälkeen fosfopeptidit voidaan 
havaita ja erottaa helpommin.23 
 
Myös elektrokemiallista hapetusta ja sen mahdollisuuksia tyrosiiniin fosforyloituneiden 
proteiinien ja peptidien tunnistuksessa on tutkittu.12 Elektrokemiallisen hapetuksen 
avulla fosforyloitumattomat tyrosiiniaminohappotähteet saadaan hapettumaan mutta 
fosforyloituneet tyrosiinitähteet eivät hapetu. Hapettuminen voi myös johtaa peptidin 
katkeamiseen tyrosiinin C-terminaaliselta puolelta. Kaikki tutkimuksessa käytetyt 
tyrosiinia sisältävät peptidit tuottivat jossain määrin tällaisia peptidifragmentteja. 
 
Edellä kuvatuilla menetelmillä esikäsitellyt peptidinäytteet analysoidaan tyypillisesti 
massaspektrometrilla. Ionisaatiomenetelminä on käytetty yleensä joko matriisiavusteista 
laserdesorptioionisaatiota (MALDI) tai sähkösumutusionisaatiota (ESI).12,15,17,22-23 
Tandemmassaspektrometriaa käytettäessä fosfopeptidejä voidaan tunnistaa 
fosfaattiryhmien lohkeamisen perusteella.17 Fosfaattiryhmä lohkeaa fosforihappona joko 
massalla 98 Da (H3PO4) tai 80 Da (HPO3). Fosfotyrosiini voi lohjeta myös 
immoniumionina (m/z 216,04).16 Negatiivipuolella analysoitaessa lohjennut 
fosfaattiryhmä voidaan havaita m/z-arvolla 79 (POଷି).17 
 
Titaanidioksidikolonnit fosfopeptidien analytiikassa 
 
Titaanidioksidikolonnien käyttö nestekromatografiassa on suhteellisen uusi menetelmä 
fosfopeptidien rikastuksessa.24-26 Menetelmässä peptidiseos syötetään kolonniin 
happamassa liuoksessa, jolloin negatiivisesti varautuneet fosfopeptidit sitoutuvat 
positiivisesti varautuneeseen titaanidioksidiin. Peptidit eluoidaan kolonnista pH-
gradientin avulla.  
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Fosforyloitumattomat peptidit eluoituvat noin pH:ssa 9.26 Fosfopeptidit eluoituvat, kun 
pH:ta nostetaan edelleen. Kaikki fosfopeptidit eluoituivat viimeistään pH:ssa 10,5.24 
Useammin fosforyloituneet peptidit eluoituvat emäksisemmissä olosuhteissa kuin 
yhdesti fosforyloituneet peptidit.26 Jos fosfaattiryhmät sijaitsevat lähellä toisiaan tai 
niiden lähellä sijaitsee muita happamia aminohappotähteitä, peptidit eluoituvat 
korkeammassa pH:ssa. 
 
Myös titaanidioksidikolonneja käytettäessä ongelmana on happamia aminohappo-
tähteitä sisältävien fosforyloitumattomien peptidien epäspesifinen sitoutuminen 
titaanidioksidiin.24 Ongelmasta on pyritty pääsemään lisäämällä ajoliuokseen 2,5-
dihydroksibentsoehappoa (DHB) tai muokkaamalla peptidien karboksyylihappotähteet 
kemiallisesti metyyliestereiksi.24-25 DHB kilpailee fosforyloitumattomien peptidien 
kanssa sitoutumisesta titaanidioksidiin ja syrjäyttää ne.24 Fosfaattiryhmät sitoutuvat 
titaanidioksidiin eri tavoin kuin karboksyylihapot, minkä vuoksi DHB ei vaikuta 
fosfopeptidien adsorboitumiseen. 
 
1.3 Titaanidioksidivalokatalyysi 
 
Titaanidioksidi (TiO2) on puolijohde, jota on käytetty perinteisesti valkoisena 
pigmenttinä esimerkiksi maaleissa ja paperissa.27-28 Auringonvalon vaikutuksesta 
titaanidioksidia sisältävät maalit lohkeilevat ja paperi haurastuu.27 Nämä 
titaanidioksidin ja valon aiheuttamat muutokset on tunnettu jo hyvin kauan. Vuonna 
1937 Goodeve havaitsi titaanidioksidin absorboivan valoa samoilla aallonpituuksilla, 
joilla sen valoaktiiviset vaikutukset havaittiin.29 Fujishima ja Honda esittelivät veden 
elektrokemiallisen fotolyysin titaanidioksidielektrodin avulla vuonna 1972.30 
Titaanidioksidijauheen ottivat käyttöön ensimmäisinä Frank ja Bard (1977), jotka 
hapettivat syanidia titaanidioksidivalokatalyysin avulla.31 Seuraavana vuonna Kraeutler 
ja Bard sovelsivat valokatalyysireaktiota ensimmäisinä orgaanisille yhdisteille 
hajottaessaan karboksyylihappoja.32 
 
Titaanidioksidi esiintyy kolmessa kidemuodossa: anataasina, rutiilina ja brokiittina.33 
Näistä anataasia ja rutiilia on käytetty valokatalyysitutkimuksissa, ja anataasia on 
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yleensä pidetty kidemuodoista tehokkaimpana.31-32,34-35 Kaupallinen titaanidioksidilaatu 
Degussa P-25, on anataasin ja rutiilin seos, jonka on osoitettu olevan hyvin tehokas 
katalyytti.35 
 
1.3.1 Valoaktivoidun titaanidioksidin reaktiot 
 
Titaanidioksidi aktivoituu, kun se absorboi ultraviolettisäteilyä (UV), jonka energia on 
suurempi kuin johtavuusvyön ja valenssivyön välinen energia-aukko.27-28 Vaadittava 
energia eli valon suurin aallonpituus, jolla aktivoituminen tapahtuu, riippuu 
titaanidioksidin kidemuodosta. Anataasin aktivoitumiseen vaadittava energia on 3,2 eV, 
eli valon aallonpituuden tulee olla alle 385 nm.28,36 Rutiilin energia-aukko on 0,2 eV 
pienempi, ja vastaavasti rutiili aktivoituu, kun valon aallonpituus on alle 410 nm. 
 
Titaanidioksidin aktivoituessa UV-valon vaikutuksesta, elektroni (e-) virittyy ja siirtyy 
valenssivyöltä johtavuusvyölle.37 Valenssivyölle muodostuu elektronin jättämä 
positiivisesti varautunut aukko (h+) (Taulukko 1). Titaanidioksidin pinnalle 
adsorboituneet hydroksidi-ionit (OH-) tai vesimolekyylit (H2O) reagoivat aukkojen 
kanssa muodostaen hydroksyyliradikaaleja (•OH). Hydroksyyliradikaalit ovat hyvin 
reaktiivisia, ja niitä pidetään tärkeimpinä hapettavina yhdisteinä titaanidioksidi-
valokatalyysireaktiossa. Hydroksyyliradikaalit ovat kuitenkin hyvin lyhytikäisiä, joten 
ne eivät voi kulkeutua kovin kauas ja hapettavat siksi lähinnä titaanidioksidi-
partikkeleihin adsorboituneita yhdisteitä. 28,37 
 
Taulukko 1. Valoaktivoidun titaanidioksidin  
reaktiot vesiliuoksessa.28,37-38 TiOଶ + ℎݒ → TiOଶ(eି; hା) hା + OHି →• OH hା + HଶO → Hା +• OH eି + Oଶ → Oଶ•ି  • OH +• OH → HଶOଶ  eି + HଶOଶ →• OH + OHି  
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Elektronit reagoivat hapen (O2) kanssa muodostaen superoksidianioneja (Oଶ•ି) 
(Taulukko 1).28 Superoksidianionit eivät kuitenkaan desorboidu liuokseen 
titaanidioksidin pinnalta eivätkä siksi voi osallistua liuoksessa olevien yhdisteiden 
hapettamiseen. Hapen läsnäolo on kuitenkin tärkeää, sillä sen reagoidessa elektronien 
kanssa aukkojen ja elektronien yhdistyminen takaisin vähenee ja valokatalyysireaktio 
etenee tehokkaammin. Gerischer ja Heller esittivät juuri elektronien siirtämisen hapelle 
olevan valokatalyysireaktion tehokkuutta rajoittava tekijä.38 Jos happea ei ole riittävästi 
kuluttamaan reaktiossa muodostuvia elektroneja, elektronit reagoivat aukkojen kanssa. 
Aukkojen reagoidessa elektronien kanssa hydroksyyli-ionien sijaan hydroksyyli-
radikaalien muodostuminen vähenee. 
 
Valokatalyysireaktiossa voi muodostua myös vetyperoksidia (H2O2) (Taulukko 1).28 
Vetyperoksidi voi hapen tavoin reagoida elektronien kanssa estäen elektronien ja 
aukkojen yhdistymisen takaisin. Samalla vetyperoksidista muodostuu hydroksyyli-
radikaali, mikä edistää valokatalyysireaktiota edelleen. 
 
Kun orgaanisia yhdisteitä hajotetaan titaanidioksidivalokatalyysireaktiolla, ne voivat 
joko pelkistyä suoraan UV-altistuksessa muodostuneiden aukkojen vaikutuksesta tai 
reagoida hydroksyyliradikaalien tai muiden reaktiivisten happiyhdisteiden kanssa.28 
Reaktion edetessä loppuun asti orgaanisista yhdisteistä muodostuu hiilidioksidia ja vettä 
sekä epäorgaanisia suoloja.39 
 
1.3.2 Olosuhteiden vaikutus titaanidioksidivalokatalyysiin 
 
Tärkeimmät titaanidioksidivalokatalyysiin vaikuttavat tekijät ovat titaanidioksidin laatu 
ja konsentraatio, hajotettavan yhdisteen konsentraatio sekä reaktioseoksen pH.31,40 
Myös elektroneja sitovien aineiden, kuten vetyperoksidin vaikutusta sekä valon 
intensiteetin, liuottimien ja lämpötilan merkitystä on tutkittu.32,40-42 Ilmeisesti 
optimaaliset olosuhteet ovat riippuvaisia hajotettavista yhdisteistä, joten olosuhteet tulisi 
optimoida jokaiselle yhdisteelle erikseen parhaan valokatalyyttisen tehon 
saavuttamiseksi.  
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Titaanidioksidin laatu ja pitoisuus 
 
Titaanidioksidin kidemuodoista anataasia on tyypillisesti pidetty 
tehokkaimpana.31-32,34-35 Tämän on esitetty johtuvan siitä, että anataasissa elektronien ja 
aukkojen yhdistyminen takaisin on hitaampaa kuin rutiilissa.31,34 Puhdas rutiili on 
valokatalyyttina tehoton tai teholtaan selvästi heikompi kuin anataasi.32,34-35 
 
Degussa P-25 on hyvin tehokkaana pidetty ja valokatalyysireaktioissa paljon käytetty 
kaupallinen titaanidioksidilaatu.35,43-44 Sen on usein todettu olevan tehokkaampi kuin 
puhdas anataasi.35,44 Degussa P-25 on kidemuotojen seos, jossa on noin 75 % anataasia 
ja 25 % rutiilia. Huokosettomien partikkelien halkaisija on 20 nm, ja ne muodostavat 
halkaisijaltaan 0,1 µm aggregaatteja.35,45 Spesifinen pinta-ala on noin 50 m2/g. 
 
Degussa P-25:n teho perustuu anataasin ja rutiilin muodostamaan erityiseen 
kiderakenteeseen, jossa kidemuodot ovat hyvin läheisessä kontaktissa toistensa 
kanssa.45-46 Rutiilissa energia-aukko johtavuusvyön ja valenssivyön välissä on pienempi 
kuin anataasissa, joten sen aktivoitumiseen tarvitaan vähemmän energiaa ja 
aktivoituminen on mahdollista myös näkyvän valon aallonpituuksilla.27 Rutiilissa 
muodostuvien elektronien siirtyminen anataasiin hidastaa puolestaan elektronien ja 
aukkojen yhdistymistä.46 Ilmeisesti valmistustavan ansiosta rutiili on myös tavallista 
pienempinä partikkeleina, mikä helpottaa elektronien siirtoa. 
 
Tehokkain titaanidioksidilaatu voi riippua myös hajotettavasta yhdisteestä.41,47 Toisaalta 
täydellinen hajoaminen voidaan saada aikaan kaikilla pääasiassa anataasista koostuvilla 
titaanidioksidilaaduilla, kun UV-altistusaikaa pidennetään riittävästi.44 Titaanidioksidi-
laatu ei myöskään vaikuta hajoamismekanismiin tai muodostuviin hajoamistuotteisiin. 
 
Titaanidioksidipitoisuuden vaikutuksesta reaktion tehoon ollaan hyvin yksimielisiä. 
Pitoisuuden kasvattaminen parantaa reaktion tehokkuutta tiettyyn maksimiin 
saakka.40-41,43,47-49 Tätä suuremmilla pitoisuuksilla reaktio hidastuu, eikä nopeus ole enää 
riippuvainen titaanidioksidipitoisuudesta. Optimaalinen pitoisuus vaihtelee kuitenkin 
paljon systeemistä riippuen. Mahdollisesti optimaalinen pitoisuus riippuu hajotettavan 
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yhdisteen konsentraatiosta ja oleellisempaa on titaanidioksidin ja hajotettavan yhdisteen 
konsentraatioiden suhde.35 Taulukkoon 2 on koottu muutamien yhdisteiden 
valokatalyyttiseen hajottamiseen optimoituja titaanidioksidikonsentraatioita. 
 
Reaktion nopeutumista titaanidioksidin pitoisuuden kasvaessa selitetään titaanidioksidin 
pinta-alan lisääntymisellä.40,43 Reaktio on tehokkain, kun titaanidioksidipartikkelit 
absorboivat maksimimäärän fotoneita.48 Kun titaanidioksidin pitoisuus on liian suuri, 
valon eteneminen reaktioseoksessa heikkenee ja valon sironta partikkeleista 
lisääntyy.40,43,49 Suurilla pitoisuuksilla titaanidioksidipartikkelit voivat myös muodostaa 
aggregaatteja ja sedimentoitua, mikä pienentää katalyytin fotoneja absorboivaa pinta-
alaa merkittävästi.40,43 Tämän seurauksena titaanidioksidin valoaktivoituminen vähenee 
ja valokatalyyttinen teho heikkenee. 
 
Hajotettavan yhdisteen konsentraatio 
 
Hajotettavan yhdisteen konsentraation kasvaessa yhdiste peittää suuremman osan 
titaanidioksidipartikkelien pinnan aktiivisista kohdista, jolloin reaktiivisten 
happiyhdisteiden muodostuminen vähenee ja reaktio hidastuu.40,42 Hajotettava yhdiste 
voi myös absorboida valoa. Konsentraation kasvaessa se absorboi valoa yhä enemmän 
ja vähentää siten titaanidioksidin absorboimaa valoa ja valoaktivoitumista. 
 
Toisissa tutkimuksissa hajotettavan yhdisteen konsentraation kasvattaminen yllättäen 
nopeutti reaktiota.41,47 Erisuuntaiset tulokset voivat johtua siitä, että eri tutkimuksissa 
käytetyt konsentraatiot poikkeavat hyvin paljon toisistaan. Mahdollisesti reaktio 
nopeutuu konsentraation kasvaessa tiettyyn pisteeseen asti, minkä jälkeen reaktio alkaa 
hidastua, mikäli konsentraatiota kasvatetaan edelleen.41 Optimaalinen konsentraatio on 
myös riippuvainen hajotettavasta yhdisteestä. 
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Taulukko 2. Optimoituja olosuhteita titaanidioksidivalokatalyysissa eri yhdisteille. 
Hajotettu yhdiste 
 
Yhdisteen 
konsentraatio 
Käytetty  
TiO2-laatu 
Optimaalinen 
TiO2-
konsentraatio 
Tutkittu TiO2-
konsentraatioalue 
Optimaalinen 
pH 
Tutkittu 
pH-alue Viite 
Bentsidiini saaste 0,5 mM Hombikat  
UV 100a 
2 g/l 0,5-5 g/l 5 3-11 47 
Bentsidiini saaste 0,5 mM Degussa P-25 ei tutkittu  11 3-11 47 
1,2-difenyyli-
hydratsiini 
saaste 0,53-0,1 mM Hombikat  
UV 100a 
5 g/l 0,5-5 g/l 5 3-11 47 
Fast Green FCF väriaine 0,031 mM Hombikat  
UV 100a 
4 g/l 0,5-4 g/l 4,4 3-11 41 
Patenttisininen VF väriaine 0,125 mM Degussa P-25 4 g/l 0,5-4 g/l 11 3-11 41 
Lamivudiini lääkeaine 0,1 mM Degussa P-25 1 g/l 0,25-3 g/l 9b / 6,7c 3-11 49 
Oksoliinihappo lääkeaine 0,077 mM Degussa P-25 1 g/l 0,2-1,5 g/l 7,5 7,5-11 50 
Parasetamoli lääkeaine 0,004 mM Degussa P-25 0,8 g/l 0-7 g/l 9,5 3,5-11 40 
Alakloori kasvimyrkky 0,022 mM Degussa P-25 0,050 g/l 0,005-0,100 g/l 11,3 3,3-11,3 43 
a 100 % anataasi, partikkelikoko 5 nm, spesifinen pinta-ala >250 m2/g 47 
b optimoitu pH, kun muut reaktio-olosuhteet säilyivät samoina 
c monimuuttuja-analyysissa optimoitu pH, jossa muina muuttujina olivat TiO2-konsentraatio ja hajotettavan yhdisteen konsentraatio 
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pH 
 
Titaanidioksidipartikkelien pinnalla on amfoteerisiä titanoliryhmiä (TiOH), joiden 
varaus muuttuu yhtälöiden 1 ja 2 mukaan pH:n muuttuessa.45 Titaanidioksidin (Degussa 
P-25) pKa-arvot ovat 4,5 (yhtälö 1) ja 8 (yhtälö 2) ja nollavarauspiste 6,25. Kun pH on 
pienempi kuin nollavarauspiste, titaanidioksidipartikkelien pinta on positiivisesti 
varautunut. Vastaavasti pH:n ollessa suurempi kuin nollavarauspiste, partikkelien pinta 
on negatiivisesti varautunut. Myös hajotettavien yhdisteiden varaukset voivat muuttua 
pH:n muuttuessa. Vastakkaiset varaukset vetävät toisiaan puoleensa ja vastaavasti 
samanmerkkiset varaukset aiheuttavat hylkimistä. Näin ollen pH vaikuttaa hajotettavien 
yhdisteiden adsorboitumiseen titaanidioksidipartikkelien pinnalle. 
 TiOHଶା ⟷ TiOH + 	Hା          (1) TiOH ⟷ TiOି + Hା           (2) 
 
pH:n vaikutusta reaktion tehokkuuteen perustellaan usein juuri sillä, että se vaikuttaa 
yhdisteiden adsorboitumiseen titaanidioksidipartikkelien pinnalle.42,50-53 Kaikissa 
tutkimuksissa paremman adsorboitumisen ei kuitenkaan ole todettu johtavan 
tehokkaampaan hajoamisreaktioon. Aminohappo fenyylialaniini adsorboituu 
titaanidioksidiin voimakkaimmin happamissa olosuhteissa, mutta sen hajoaminen on 
tehokkaampaa emäksisissä olosuhteissa.54 Reactive Red 120 -väriaine hajoaa 
tehokkaimmin neutraaleissa olosuhteissa, vaikka adsorboituminen on tehokkainta 
happamissa oloissa.55 Tutkijoiden mukaan väriaine adsorboituu happamissa 
olosuhteissa niin voimakkaasti titaanidioksidipartikkeleihin, että se vähentää niiden 
adsorboiman valon määrää ja siten titaanidioksidin valoaktivoitumista. Emäksisissä 
olosuhteissa väriaineen ja titaanidioksidipartikkelien välinen saman merkkisistä 
varauksista johtuva repulsio puolestaan hidastaa reaktiota. 
 
Ilmeisesti adsorboituminen ei ole ainoa tekijä, johon pH vaikuttaa, eikä voi siten yksin 
selittää pH:n vaikutusta yhdisteiden hajoamiseen valokatalyysireaktiossa. 
Viruslääkkeenä käytettävä lamivudiini adsorboituu titaanidioksidipartikkeleihin hyvin 
heikosti pH:sta riippumatta, mutta se hajoaa selvästi tehokkaammin emäksisissä 
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olosuhteissa.49 Toisaalta myös adsorboitumiseen voivat vaikuttaa monet muut tekijät 
pH:n lisäksi. 
 
Tehokkaampaa hajoamista emäksisissä oloissa selitetään usein hydroksyyliradikaalien 
suuremmalla määrällä.40,43,54 Valokatalyysireaktiossa hydroksyyliradikaaleja muodostuu 
aukkojen reagoidessa hydroksidi-ionien tai veden kanssa (Taulukko 1). Emäksisissä 
olosuhteissa hydroksidi-ionikonsentraatio on suurempi, mikä nopeuttaa ensin mainittua 
reaktiota. Toisaalta happamissa olosuhteissa vetyionien suuri määrä hidastaa aukkojen 
reaktiota veden kanssa. 
 
pH:n vaikutus voi olla erilainen myös hajotettavasta yhdisteestä ja käytetystä 
titaanidioksidilaadusta riippuen.47 Toisaalta kaikkien yhdisteiden hajoamiseen pH:lla ei 
ole vaikutusta juuri lainkaan.43,56 Taulukkoon 2 on koottu muutamille yhdisteille 
optimoituja pH-olosuhteita titaanidioksidivalokatalyysissa. 
 
Vetyperoksidi ja muut valokatalyysireaktiota edistävät yhdisteet 
 
Vetyperoksidi reagoi elektronien kanssa (Taulukko 1) estämällä elektronien ja aukkojen 
yhdistymistä, mikä nopeuttaa valokatalyysireaktiota.57 Samalla muodostuu 
hydroksyyliradikaaleja, jotka edistävät edelleen reaktion etenemistä. Proteiinien 
valokatalyyttisessa hajoamisessa vetyperoksidin lisääminen seokseen lisäsi reaktion 
nopeutta jopa nelinkertaisesti.58 Myös diklofenaakin hajoaminen oli tehokkaampaa 
vetyperoksidin kanssa.35 Tässä tutkimuksessa havaittiin kuitenkin, että orgaanisen hiilen 
kokonaismäärä (TOC) ei pienentynyt samassa suhteessa diklofenaakin hajoamisen 
kanssa, joten vetyperoksidin pääteltiin nopeuttavan vain välituotteiden muodostumista 
eikä yhdisteiden täydellistä hajoamista. 
 
Kahden väriaineen valokatalyyttista hajoamista tutkittaessa vetyperoksidi nopeutti 
vihreän väriaineen (Fast Green FCF) hajoamista, mutta patenttisinisen hajoamiseen sillä 
ei ollut vaikutusta.41 Vetyperoksidin vaikutuksen todettiin riippuvan hajotettavasta 
yhdisteestä. Vähäinen vaikutus patenttisinisen hajoamiseen voi tosin johtua myös siitä, 
että käytetty vetyperoksidikonsentraatio oli molemmille yhdisteille sama, vaikka 
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patenttisinisen konsentraatio oli noin nelinkertainen vihreän väriaineen konsentraatioon 
verrattuna (taulukko 2). 
 
Vetyperoksidin konsentraation kasvattaminen lisää reaktion tehokkuutta tiettyyn 
pisteeseen saakka, jonka jälkeen konsentraation kasvattaminen hidastaa reaktiota 
merkittävästi.57,59 Suurilla konsentraatioilla vetyperoksidi reagoi aukkojen ja radikaalien 
kanssa vähentäen näiden reaktioita hajotettavan yhdisteen kanssa. Vetyperoksidi voi 
myös kilpailla hajotettavan yhdisteen kanssa adsorboitumisesta 
titaanidioksidipartikkelien pinnalle tai reagoida titaanidioksidin kanssa muodostaen 
peroksiyhdisteitä, mikä heikentää titaanidioksidin valokatalyyttista tehoa. 
Titaanidioksidipartikkelien on myös havaittu muodostavan aggregaatteja ja vajoavan 
reaktioastian pohjalle, kun vetyperoksidin konsentraatio on suuri.59 
 
Vetyperoksidin lisäksi esimerkiksi ammoniumpersulfaatin ((NH4)2S2O8) ja 
kaliumbromaatin (KBrO3) vaikutusta valokatalyysireaktioon on tutkittu.41,47 Nämäkin 
yhdisteet voivat sitoa elektroneja estäen elektronien ja aukkojen yhdistymisen. Myös 
happi reagoi elektronien kanssa ja lisää mahdollisesti reaktion tehokkuutta.40,53,56 
Suurina määrinä myös happi voi kuitenkin hidastaa reaktiota, sillä hapesta muodostuvat 
superoksidiradikaalit voivat reagoida hydroksyyliradikaalien kanssa vähentäen niiden 
reaktioita hajotettavan yhdisteen kanssa. 
 
Muut valokatalyysireaktioon vaikuttavat tekijät 
 
Monet orgaaniset liuottimet, kuten isopropanoli, etanoli ja metanoli reagoivat 
hydroksyyliradikaalien kanssa hidastaen valokatalyysireaktiota.42,49,51 Metanoli reagoi 
myös titaanidioksidipartikkelien pinnan aukkojen kanssa. 
 
Lämpötilan nostaminen puolestaan lisää reaktionopeutta titaanidioksidi-
valokatalyysissa.32,60 Molekyylien välisten törmäysten lisääntyminen korkeissa 
lämpötiloissa voi selittää reaktion nopeutumisen.60  
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Myös valon intensiteetti vaikuttaa valokatalyysireaktion tehokkuuteen.32,40,54 Valon 
intensiteetin kasvaessa valokatalyysireaktio on tehokkaampi, kun elektroneja ja aukkoja 
muodostuu enemmän.54 Ne yhdistyvät kuitenkin takaisin ellei reaktioseoksessa ole 
orgaanisia yhdisteitä, joiden kanssa ne voivat reagoida. 
 
1.3.3 Titaanidioksidikatalyytin muunnokset 
 
Titaanidioksidin tehoa katalyyttina on pyritty parantamaan muun muassa lisäämällä 
katalyytin joukkoon metalli-ioneja, joiden uskotaan parantavan tehoa nopeuttamalla 
elektronien siirtoa titaanidioksidista hapelle.61-62 Lisäksi tavoitteena on ollut kehittää 
katalyytti, jossa titaanidioksidi aktivoituu myös näkyvän valon vaikutuksesta.63 
 
Tyypillisesti titaanidioksidiin on lisätty jalometalleja reaktion tehon parantamiseksi. 
Kulta parantaa huomattavasti reaktion tehoa ja mahdollistaa näkyvän valon käytön 
valokatalyysireaktiossa.62-63 Myös platinaa tai hopeaa lisättäessä voidaan käyttää 
näkyvää valoa.55,64 Hopea lisää reaktion tehokkuutta kuitenkin huomattavasti 
vähemmän kuin platina.65 Palladiumillakin saadaan aikaan selvä kasvu katalyytin 
tehokkuudessa, kun käytetään UV-valoa.61,66 Muista metalleista vanadiinin vaikutusta 
titaanidioksidin tehoon on tutkittu ristiriitaisin tuloksin.67-68 
 
Metallien lisäksi myös typen lisääminen titaanidioksidiin lisää reaktion tehoa ja 
mahdollistaa näkyvän valon käytön valokatalyysissa.69-71 Myös typen ja fluorin sekä 
typen ja europiumin yhdistelmät ovat osoittautuneet tehokkaammiksi kuin pelkkä 
titaanidioksidi tai mikään näistä aineista yksinään titaanidioksidiin lisättynä.72-74 
 
Muita tutkittuja yhdistelmiä näkyvän valon käytön mahdollistamiseksi ovat esimerkiksi 
rikki ja hiili sekä rauta ja koboltti.75-77 Molemmilla yhdistelmillä valokatalyysireaktio on 
saatu tapahtumaan näkyvän valon vaikutuksesta. Yhdistelmät on myös todettu 
tehokkaammiksi pelkkään titaanidioksidiin tai vain toisen aineen lisäämiseen verrattuna. 
Raudan lisäämisen yksinään todettiin jopa heikentävän reaktion tehoa.77  
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1.3.4 Titaanidioksidivalokatalyysin sovellukset 
 
Edullisuutensa ja turvallisuutensa vuoksi titaanidioksidi ja sen valokatalyyttiset 
sovellukset ovat olleet tutkimuksen kohteena laajalti.27 Itsestään puhdistuvat 
rakennusmateriaalit ovat yksi esimerkki titaanidioksidivalokatalyysin käytännön 
sovelluksista. Ikkunalaseihin lisätty titaanidioksidi hajottaa likatahrat auringonvalon 
vaikutuksesta. 
 
Toinen paljon tutkittu alue on jätevesien puhdistus titaanidioksidivalokatalyysin avulla. 
Kolmiulotteisen alueen puhdistaminen on kuitenkin huomattavasti haastavampaa 
kaksiulotteisiin pintoihin verrattuna.27 Laboratorio-olosuhteissa titaanidioksidin ja valon 
avulla vedestä on onnistuttu hajottamaan kasvimyrkkyjä, haitallisia tekstiiliväriaineita, 
lääkeainejäämiä ja bakteerien tuottamia toksiineja hiilidioksidiksi, vedeksi ja 
epäorgaanisiksi suoloiksi.42-43,52,58,78 Pääosin reaktiot on tehty puhtaassa vedessä. 
Joitakin tutkimuksia on kuitenkin myös haitallisten yhdisteiden hajottamisesta luonnon 
vesistä, jotka sisältävät paljon muita yhdisteitä, jotka voivat vaikuttaa 
valokatalyysireaktioon.53,78 
 
Titaanidioksidivalokatalyysilla on myös antibakteerisia vaikutuksia.79-80 Bakteerien 
tappamiseen on käytetty ohuita titaanidioksidikalvoja ja UV-valoa. Ilmeisesti kalvolla 
muodostuvat hydroksyyliradikaalit ja vetyperoksidi saavat aikaan bakteerien 
solukalvojen hajoamisen. Escherichia coli –bakteerin tuhoutumista tutkittaessa, 
havaittiin, että titaanidioksidi hajotti myös tuhoutuneiden solujen sisältä vapautuneita 
endotoksiineja.79 Kuparin tai hopean lisääminen titaanidioksidikalvoon parantaa 
antibakteerista tehoa.27,81 Kuparia sisältävät ohuet titaanidioksidikalvot tappoivat myös 
kuparille resistentit E .coli -bakteerit erittäin heikon UV-säteilyn avulla.81 
 
Titaanidioksidivalokatalyysin soluja tappavaa vaikutusta on tutkittu myös syöpäsolujen 
osalta.82 Virtsarakonsyöpä saatiin tuhottua hiiriltä valokatalyysin avulla tehokkaasti. 
Titaanidioksidin aktivoitumiseen vaadittava valo ei kuitenkaan läpäise ihoa, joten 
menetelmää voitaisiin käyttää vain esimerkiksi ihon, virtsateiden ja ruuansulatus-
kanavan syöpiin.  
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1.3.5 Proteiinien, peptidien ja aminohappojen hajoaminen TiO2-valokatalyysissa 
 
Peptidien valokatalyyttisen hajoamisen tutkiminen on rajoittunut lähinnä 
syanobakteerien tuottamien mikrokystiinien hajottamiseen vesistöistä.44,53,71,78,83-84 
Mikrokystiinit ovat syanobakteerien tuottamia maksatoksisia yhdisteitä, joista yleisin ja 
eniten tutkittu on mikrokystiini-LR (Kuva 1). Peptidin rakenteessa on aminohappoja, 
jotka eivät kuulu luonnollisiin aminohappoihin, kuten Adda (3-amino-9-metoksi-2,6,8-
trimetyyli-10-fenyylideka-4,6-dienonihappo) ja Mdha (N-metyylidehydroalaniini). 
Hajoamisreaktion mekanismia selvitettäessä välituotteiden on todettu syntyvän 
reaktiivisten happiyhdisteiden reagoidessa juuri näiden aminohappojen kanssa.84 
Tärkein hajoamisreitti lähtee Adda-aminohaposta, jonka aromaattinen rengas, 
konjugoituneet kaksoissidokset sekä metoksiryhmä reagoivat helposti 
hydroksyyliradikaalien kanssa. Myös peptidin rengasmainen rakenne ja siinä erityisesti 
Mdha-aminohapon sisältämä kaksoissidos ovat kohtia, joihin hydroksyyliradikaalien 
reaktiot kohdistuvat aiheuttaen rengasrakenteen aukeamisen. 
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O
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L-Leu
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Kuva 1. Mikrokystiini-LR:n rakenne ja aminohapot, joista peptidi koostuu.84 Adda: 3-
amino-9-metoksi-2,6,8-trimetyyli-10-fenyylideka-4,6-dienonihappo, D-Ala: D-alaniini, 
D-Glu: D-glutamiinihappo, D-MeAsp: D-metyyliasparagiinihappo, L-Arg: L-arginiini, 
L-Leu: L-leusiini, Mdha: N-metyylidehydroalaniini.  
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Mikrokystiini-LR hajoaa tehokkaimmin selvästi happamissa olosuhteissa, jolloin 
peptidi adsorboituu voimakkaimmin titaanidioksidipartikkeleihin.53 Hajoaminen 
neutraaleissa ja emäksisissä olosuhteissa on huomattavasti heikompaa. 
 
Myös angiotensiini I:tä, Lys-bradykiniiniä ja myoglobiinia on hajotettu valo-
katalyyttisesti.85 Tutkimuksessa näiden peptidien pääteltiin hajoavan proliini-
aminohapon N-terminaaliselta puolelta. Tämän lisäksi havaittiin joitain hajoamis-
reaktioita sivuketjuissa. Tuloksissa esitetyt hajoamistuotteiden rakenteet eivät 
kuitenkaan vastaa esitettyjä massoja massaspektrometrisessä analyysissa, minkä vuoksi 
tulokset ovat kyseenalaisia. 
 
Myös aminohappojen valokatalyyttisesta hajoamisesta on muutamia tutkimuksia. L-
seriinin, L-fenyylialaniinin ja L-α-alaniinin valokatalyyttisessa hajoamisessa 
lopputuotteina syntyi hiilidioksidia, ammoniumioneja ja nitraatti-ioneja.39 Toisessa 
tutkimuksessa mukana olivat alaniini, fenyylialaniini, tryptofaani, seriini, 
asparagiinihappo, asparagiini ja histidiini.86 Kun hajoamisnopeus mitataan 
muodostuneen hiilidioksidin määrän avulla, fenyylialaniini hajosi näistä aminohapoista 
hitaimmin. Nopeimmin hajosivat aminohapot, joiden sivuketjuissa on OH-, NH- tai 
NH2-ryhmiä, kuten myös ensin mainitussa tutkimuksessa nopeasti hajonnut seriini.39,86 
Nämä aminohapot adsorboituvat titaanidioksidiin sivuketjustaan ja ovat herkempiä 
valokatalyyttiselle hajoamiselle. 
 
Muszkatin ryhmä tutki kolmen proteiinin, naudan seerumin albumiinin, naudan plasman 
gammaglobuliinin ja kanan ovalbumiinin, hajoamista titaanidioksidivalokatalyysissa.87 
He eivät kuitenkaan pyrkineet tunnistamaan hajoamistuotteita, vaan keskittyivät 
vertailemaan eri aminohappojen hajoamisnopeuksia. Tyrosiini osoittautui herkimmäksi 
valokatalyyttiselle hajoamiselle. Myös histidiini hajosi helposti. Heikoimmin hajosivat 
alifaattiset aminohapot glysiini ja asparagiini. Näitä saattoi tosin muodostua myös 
muiden aminohappojen hajoamistuotteina. Peptidien ja proteiinien hajoamismekanismi 
valokatalyyttisessa hajoamisessa ei kuitenkaan ole selvillä.  
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1.4 Työn tarkoitus 
 
Tämän erikoistyön tarkoituksena oli tutkia, miten peptidit ja fosfopeptidit hajoavat 
titaanidioksidivalokatalyysireaktiossa ja miten fosfopeptidien reaktiot eroavat 
fosforyloimattomien peptidien reaktioista. Malliyhdisteinä käytettiin saman peptidin 
fosforyloimatonta sekä yhdesti ja kolmesti fosforyloitua muotoa. Fosfopeptidien 
adsorboitumisen titaanidioksidiin tiedetään eroavan fosforyloimattomien peptidien 
adsorboitumisesta (kpl 1.1.2). Oletettavasti myös hajoaminen titaanidioksidi-
valokatalyysireaktiossa on erilaista. 
 
Aluksi oli tarkoitus selvittää pH:n vaikutusta peptidien hajoamiseen 
titaanidioksidivalokatalyysissa. Tarkoitus oli valita pH, jossa hajoaminen on nopeinta. 
Titaanidioksidipartikkelien ja peptidien varaukset muuttuvat pH:n muuttuessa. 
Varaukset vaikuttavat peptidien adsorboitumiseen partikkelien pinnalle ja siten 
mahdollisesti myös niiden reaktioihin. Happamissa olosuhteissa titaanidioksidi-
partikkelien pinta on positiivisesti varautunut (kpl 1.2.3). Fosfopeptidien fosfaattiryhmät 
ovat happamassa puolestaan negatiivisesti varautuneita, joten peptidien adsorboitumisen 
voi olettaa olevan voimakasta. Fosforyloimattomassa peptidissä ei kuitenkaan ole 
vastaavia happamissa oloissa negatiivisesti varautuneita ryhmiä, joten se ei oletettavasti 
adsorboidu yhtä voimakkaasti. 
 
Peptidien hajoamista tutkittiin valituissa pH-olosuhteissa eri aikapisteissä. Lisäksi 
pyrittiin tunnistamaan valokatalyysireaktiossa muodostuvia tuotteita. Kiinnostuksen 
kohteena olivat erityisesti peptidien hapetustuotteet ja aminohapot, joihin hapettuminen 
tapahtuu. 
 
Myös fosforylaation vaikutusta peptidien hajoamiseen ja hapettumiseen pyrittiin 
selvittämään. Tiettävästi fosfopeptidien reaktioita titaanidioksidivalokatalyysissa ei ole 
tutkittu aiemmin. Fosfopeptidien hapettumista on tutkittu käyttämällä elektrokemiallista 
hapetusta, jolloin fosforyloituneet tyrosiiniaminohappotähteet eivät hapettuneet. 
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Mikäli titaanidioksidivalokatalyysissa syntyy fosfopeptideille spesifisiä tuotteita, 
menetelmää voitaisiin käyttää fosforylaatiokohtien tunnistamiseen. Menetelmän avulla 
voitaisiin myös saada tietoa proteiinien fosforyloitumisen vaikutuksesta niiden 
hapettumiseen ja proteiinien hapettumisesta elimistössä. 
 
 
2 KOKEELLINEN OSA 
 
2.1 Materiaalit ja menetelmät 
 
Peptidien ja fosfopeptidien hajoamista ja hapettumista titaanidioksidivalokatalyysissa 
tutkittiin altistamalla peptidit UV-valolle titaanidioksidin kanssa optimoiduissa pH-
olosuhteissa. Näytteet analysoitiin nestekromatografia-massaspektrometria -laitteistolla 
(LC-MS). 
 
2.1.1 Tutkittavat yhdisteet 
 
Tässä työssä tutkitut peptidit olivat fosforyloimaton (IR0), yhdesti fosforyloitu (IR1) ja 
kolmesti fosforyloitu (IR3) insuliinireseptoripeptidi. Peptidit olivat AnaSpecilta 
(Fremont, CA, USA). Insuliinireseptoripeptidi koostuu 12 aminohaposta (Kuva 2), jotka 
ovat insuliinireseptoriproteiinin aminohapot 1142–1153. Peptidi fosforyloituu 
tyrosiiniaminohappoihin. Yhdesti fosforyloidussa peptidissä fosfaattiryhmä on 
tyrosiinissa 1146 (Kuva 3). Kolmesti fosforyloidussa peptidissä kaikki 
tyrosiiniaminohapot (1146, 1150 ja 1151) ovat fosforyloituneet. Molekyylirakenteiden 
perusteella lasketut peptidien molekyylimassat ovat 1622,73 Da (IR0), 1702,71 Da 
(IR1) ja 1862,67 Da (IR3). 
 
Fosforyloimattomasta ja yhdesti fosforyloidusta peptideistä valmistettiin 1 mM 
kantaliuokset veteen ja kolmesti fosforyloidusta peptidistä saman vahvuinen kantaliuos 
dimetyylisulfoksidiin (DMSO). Kantaliuoksista tehtiin välilaimennokset (200 µM) 
veteen.  
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Kuva 2. Fosforyloimattoman insuliinireseptoripeptidin (IR0) rakenne ja aminohappo-
järjestys. Kuvassa on ympyröitynä tyrosiiniaminohappojen sivuketjujen fenoliryhmät. 
 
 
 
 
Kuva 3. Yhdesti fosforyloidun insuliinireseptoripeptidin (IR1) rakenne ja aminohappo-
järjestys. Kuvassa on ympyröitynä peptidin tyrosiiniaminohappojen sivuketjujen 
fenoliryhmät, joista yhteen on liittynyt fosfaattiryhmä. 
 
 
 
2.1.2 Reagenssit 
 
Titaanidioksidina käytettiin Degussa P25 –laatua (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Steinheim, Saksa). Myös metanoli (LC-MS-laatu) ja DMSO (≥ 99,5 %) olivat Sigmalta. 
Vesi puhdistettiin milliQ-laitteistolla (Millipore, Molsheim, Ranska). pH:n säätämiseen 
käytettiin 98-100 % muurahaishappoa (Sigma-Aldrich) ja 25 % ammoniumhydroksidia 
(Mallinckrodt Baker B.V., Denventer, Hollanti). Muurahaishaposta valmistettiin 0,1 % 
laimennos ja ammoniumhydroksidista 0,009 %, 0,01 % ja 0,3 % laimennokset veteen. 
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2.1.3 Laitteistot 
 
UV-altistus tehtiin TQ 718 korkeapaine-elohopealampulla (Original-Hanau, Hanau, 
Saksa). Lämpötilan mittaamiseen käytettiin Fluke 54 II –lämpömittaria (Fluke 
Corporation, Everett, WA, USA). pH:n mittaamiseen käytettiin inoLab Level 1 –pH-
mittaria (WTW Wissenschaftlich-Technische Werkstätten GmbH, Weilheim, Saksa). 
Näytteet sentrifugoitiin eppendorf 5415D –mikrosentrifuugilla (Finnzymes Oy, Vantaa). 
 
LC-MS -laitteistot 
 
Alustavissa kokeissa, lämpötilan ja pelkän UV-valon vaikutuksia testattaessa, näytteet 
injektoitiin korkean suorituskyvyn nestekromatografilla (HPLC) (Agilent 1100 series, 
Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) ilman kolonnia Sciexin API365-
kolmoiskvadrupoli-massaspektrometriin (AB Sciex, Framingham, MA, USA). Näytteet 
ionisoitiin sähkösumutusionisaatiolla (ESI) käyttäen Turbo Ion Spray –ionilähdettä. 
Näytteet analysoitiin positiivipuolella. Ajoliuoksena oli vesi-metanoli -seos (1:1), johon 
oli lisätty 0,1 % muurahaishappoa. Virtausnopeus oli 20 µl/min ja injektiotilavuus 5 µl. 
Analysoinnissa käytetyt parametrit API365-massaspektrometrilla on koottu taulukkoon 
3. Ionilähteen jännitteet optimoitiin jokaiselle peptidille erikseen. Jokaisesta näytteestä 
tehtiin kolme injektiota. Tulokset käsiteltiin Analyst-ohjelman versiolla 1.5 (AB Sciex). 
 
pH:n vaikutusta tutkittaessa näytteet analysoitiin erittäin korkean suorituskyvyn 
nestekromatografilla ja massaspektrometrillä (UPLC-MS). UPLC-laitteisto oli Watersin 
(Acquity UPLC, Waters, Milford, MA, USA). C18-käänteisfaasikolonnin (Acquity 
UPLC BEH Shield RP 18 Column, Waters) sisähalkaisija oli 2,1 mm, pituus 100 mm ja 
partikkelikoko 1,7 µm. Kolonniuunin lämpötila oli 40 °C. Injektiotilavuus oli 5 µl ja 
virtausnopeus 400 µl/min. Eluentti A oli vettä, johon oli lisätty 0,1 % muurahaishappoa. 
Eluentti B oli metanoli-vesi -seos (98:2), johon lisättiin 0,1 % muurahaishappoa. 
Käytetty gradientti on kuvattu taulukossa 4. Peptidien retentioajat olivat 1,52 min (IR3), 
1,69 min (IR1) ja 1,76 min (IR0).  
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Taulukko 3. Fosforyloimattoman (IR0), yhdesti fosforyloidun (IR1) ja kolmesti 
fosforyloidun (IR3) insuliinireseptoripeptidien analysoinnissa käytetyt parametrit 
API365-massaspektrometrilla. 
  IR0 IR1 IR3 
ESI-kapillaarin jännite (Ion spray 
voltage) 
5,5 kV 5,5 kV 5,5 kV 
Keräyslevyn jännite (Declustering 
potential) 
35 V 44 V 43 V 
Fokusointijännite (Focusing potential) 168 V 181 V 198 V 
Esikvadrupolin jännite (Entrance 
potential) 
3 V 4 V 6 V 
Törmäyskammion sisäänmenojännite 
(Cell entrance potential) 
16 V 17 V 20 V 
Sumutuskaasu (Nebulizer gas) 0,95 l/min 0,95 l/min 0,95 l/min 
Verhokaasu (Curtain gas) 1,04 l/min 1,04 l/min 1,04 l/min 
Pyyhkäisyalue 100-2000 Da 100-2000 Da 100-2000 Da 
Pyyhkäisyaika 4 s 4 s 4 s 
 
 
Taulukko 4. pH:n vaikutusta tutkittaessa käytetty 
gradientti. 
Aika (min) Eluentti A Eluentti B 
0,0-5,0 90 % → 0 % 10 % → 100 % 
5,0-5,1 0 % 100 % 
5,1-5,2 0 % → 90 % 100 % → 10 % 
5,2-7,0 90 % 10 % 
 
 
Näytteet ionisoitiin sähkösumutusionisaatiolla ja analysoitiin positiivipuolella 
kvadrupoli-lentoaikamassaspektrometrilla (Xevo Q-TOF, Waters). Analysoinnissa 
käytettiin lukkomassakorjausta. Lukkomassayhdisteenä oli leusiinienkefaliini. 
Analysoinnissa käytetyt parametrit on koottu taulukkoon 5. Ionilähteen jännitteet 
optimoitiin jokaiselle peptidille erikseen. 
 
Tulokset käsiteltiin Watersin MassLynx-ohjelmalla (versio 4.1). Peptidien eri 
varausasteiden piikit integroitiin eristetyistä ionikromatogrammeista. Eri varausasteiden 
piikkien pinta-alat laskettiin yhteen, koska varausasteiden suhteet vaihtelivat. 
Rinnakkaisista näytteistä laskettiin keskiarvot ja keskihajonnat.  
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Taulukko 5. Fosforyloimattomalle (IR0), yhdesti fosforyloidulle (IR1) ja kolmesti 
fosforyloidulle (IR3) peptidille optimoidut parametrit Xevo Q-TOF-massaspektro-
metrilla. Suurempaa massa-aluetta ja pidempää pyyhkäisyaikaa käytettiin pH:n 
vaikutusta tutkittaessa ja pienempää massa-aluetta ja lyhyempää pyyhkäisyaikaa 
peptidien hajoamista tutkittaessa. 
  IR0 IR1 IR3 
ESI-kapillaarin jännite 3 kV 3 kV 4 kV 
Näytteensyöttösuppilon 
jännite (Sampling Cone) 
20 V 20 V 45 V 
Keräyssuppilon jännite 
(Extraction Cone) 
0 V  0 V 0 V 
Ionilähteen kaasu 1 
(Cone Gas) 
0 l/h 0 l/h 0 l/h 
Ionilähteen kaasu 2 
(Desolvation gas) 
1000 l/h 1000 l/h 1000 l/h 
Ionilähteen lämpötila 150 °C 150 °C 150 °C 
Ionilähteen kaasun 1 
lämpötila (Desolvation 
temperature) 
500 °C 500 °C 500 °C 
Massa-alue 100 / 400-1650 Da 100 / 400-1750 Da 100 / 400-1900 Da 
Pyyhkäisyaika 0,15 / 0,5 s 0,15 / 0,5 s 0,15 / 0,5 s 
 
 
Myös peptidien hajoamista emäksisissä oloissa tutkittaessa käytettiin samoja 
menetelmiä ja parametrejä kuin pH:n vaikutusta tutkittaessa. Massa-alue aloitettiin 
vasta 400 Da:sta, ja samalla pyyhkäisyaikaa lyhennettiin 0,15 sekuntiin. 
Virtausnopeutta jouduttiin kesken näytteiden analysoinnin laskemaan, koska paine 
UPLC-laitteistossa nousi liian korkeaksi. Uusi virtausnopeus oli 300 µl/min. Gradientti 
pidettiin muuten ennallaan, mutta tasapainotusta jatkettiin 7,5 minuuttiin asti. Tällä 
virtausnopeudella peptidien retentioajat olivat 1,87 min (IR3), 2,07 min (IR1) ja 2,12 
min (IR0). 
 
2.1.4 Näytteiden valmistus 
 
Kulloinkin tutkitun peptidin konsentraatio oli kaikissa näytteissä 10 µM ja näytteen 
tilavuus UV-altistuksessa 100 µl. Titaanidioksidia sisältävissä näytteissä titaani-
dioksidin pitoisuus oli 1 g/l. Näytteet valmistettiin ja altistettiin UV-valolle eppendorf-
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putkissa. Alustavien kokeiden mukaan peptidien todettiin hajoavan eppendorf-putkissa 
tehokkaammin kuin lasisessa näytepullossa tai kyvetissä. Valmiit näytteet varastoitiin 
ruskeasta lasista valmistetuissa näytepulloissa muovisissa sisäputkissa -20 °C:ssa ennen 
analysointia. 
 
Lämpötilan ja pelkän UV-valon vaikutusten tutkimiseksi jokaisesta peptidistä 
valmistettiin kolme näytettä veteen. Näytteisiin ei lisätty titaanidioksidia. Yksi 
näytteistä altistettiin UV-valolle 30 minuutin ajan, yksi asetettiin samalle etäisyydelle 
elohopealampusta, mutta suojattiin valolta, ja kolmas pidettiin vastaavan ajan 
huoneenlämmössä valolta suojattuna. UV-altistuksen jälkeen näytteisiin lisättiin 100 µl 
metanolia, johon oli lisätty muurahaishappoa 0,1 %. 
 
pH:n vaikutusta tutkittaessa näytteet valmistettiin joko 0,1 % muurahaishappoon, veteen 
tai 0,01 % ammoniumhydroksidiin. Näytteitä sekoitettiin vortex-ravistelijalla ja niihin 
lisättiin titaanidioksidi. Tämän jälkeen näytteitä sekoitettiin magneettisekoittajalla 
valolta suojattuna 10 minuutin ajan. 
 
UV-altistuksessa näytteet asetettiin 10 cm:n päähän elohopealampusta. Valo tuli 
näytteisiin sivulta. UV-altistus kesti 10 minuuttia ja sen katsottiin alkavan lampun 
sytyttämisestä. UV-altistuksen ajan näytteitä sekoitettiin magneettisekoittajalla. 
 
UV-altistuksen jälkeen magneetit poistettiin näytteistä ja näytteiden pH säädettiin 
emäksiseksi (pH ~10,5) ammoniumhydroksidilla, jotta mahdollisesti titaanidioksidiin 
adsorboituneet peptidit saatiin irtoamaan partikkeleista. Kaikkiin näytteisiin lisättiin 
sama tilavuus ammoniumhydroksidia, jonka pitoisuus riippui siitä, mihin liuokseen 
näyte oli alun perin tehty. Muurahaishappoon valmistettuun näytteeseen lisättiin 
25 %:sta, veteen tehtyyn näytteeseen 0,3 %:sta ja valmiiksi ammoniumhydroksidiin 
tehtyyn näytteeseen 0,009 %:sta ammoniumhydroksidia. Emäslisäyksen jälkeen näytteet 
sekoitettiin hyvin vortex-ravistelijalla. Titaanidioksidipartikkelit erotettiin näytteistä 
sentrifugoimalla näytteitä 10 minuutin ajan nopeudella 13200 rpm. Supernatantti 
otettiin talteen ja sentrifugoitiin uudelleen. Viimeiseen supernatanttiin lisättiin 10 % 
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metanolia. Rinnakkaisia näytteitä valmistettiin fosforyloiduista peptideistä kolme ja 
fosforyloimattomasta peptidistä kaksi. 
 
Vertailunäytteet valmistettiin ilman titaanidioksidia tai ilman UV-altistusta, jotta 
varsinainen valokatalyyttinen hajoaminen voidaan erottaa pelkän UV-valon 
aiheuttamasta hajoamisesta ja titaanidioksidin vaikutuksista. UV-altistamattomia 
näytteitä sekoitettiin UV-altistusta vastaava aika huoneenlämmössä valolta suojattuna. 
Lisäksi nollanäytteiksi valmistettiin kaikki edellä kuvatut näytteet ilman peptidiä. 
 
Näytteiden pH:n arvioimiseksi valmistettiin vastaavat liuokset ilman peptidiä ja 
titaanidioksidia suuremmassa tilavuudessa, jotta pH voitiin mitata pH-mittarilla. 
Peptidiä ja titaanidioksidia sisältävistä näytteistä varmistettiin pH-paperilla, että pH ei 
ollut merkittävästi muuttunut näiden vaikutuksesta. Muurahaishappoon, veteen ja 
ammoniumhydroksidiin valmistettujen näytteiden pH:t olivat noin 2,8; 5,7 ja 10,5. 
Vastaavasti myös pH:n säätäminen emäksiseksi UV-altistuksen jälkeen varmistettiin 
ensin suuremmassa tilavuudessa pH-mittarilla ja näytteistä pH-paperilla. 
 
Peptidien hajoamista ja hapetustuotteita tutkittaessa näytteet valmistettiin 0,01 % 
ammoniumhydroksidiin kuten edellä. UV-altistuksen kesto oli 0,5-10 minuuttia. UV-
altistuksen jälkeen näytteisiin ei enää lisätty ammoniumhydroksidia, koska pH oli 
valmiiksi noin 10,5. Lisäksi valmistettiin näytteet, joita ei altistettu UV-valolle vaan 
sentrifugoitiin suoraan 10 minuutin sekoituksen jälkeen. Näytteitä valmistettiin neljä 
rinnakkaista jokaisesta peptidistä. 
 
2.2 Tulokset ja pohdinta 
 
Ennen peptidien valokatalyyttisen hajoamisen tutkimista varmistettiin, että peptidit eivät 
hajoa pelkän UV-säteilyn tai lämpötilan vaikutuksesta. Peptidit altistettiin 30 minuutin 
ajan joko UV-säteilylle tai pelkälle elohopealampun aiheuttamalle lämmölle, tai 
näytteitä pidettiin vastaava aika huoneenlämmössä valolta suojattuna.  
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UV-altistukseen käytetty lamppu nostaa lämpötilaa kaapissa, jossa lamppu ja näytteet 
ovat. Ilman lämpötila mitattiin 30 minuutin kuluttua lampun sytyttämisessä, jolloin se 
oli noin 45 °C. Myös UV-valolle altistetun näytteen lämpötila oli sama. Pelkälle 
lämmölle altistetun näytteen lämpötila oli noin 5 °C matalampi. Peptidit eivät hajonneet 
merkittävästi pelkän lämpötilan vaikutuksesta 30 minuutissa (Kuva 4). Sen sijaan 
pelkkä UV-säteily ilman titaanidioksidia aiheutti selvää hajoamista. Erityisesti kolmesti 
fosforyloitu peptidi hajosi merkittävästi. 
 
Tässä kokeessa UV-altistusaika oli kolminkertainen verrattuna pisimpiin aikoihin, joita 
käytettiin peptidien valokatalyyttista hajoamista tutkittaessa. Lyhyemmillä ajoilla 
pelkän valon aiheuttama (fotolyyttinen) hajoaminen ei todennäköisesti ole yhtä 
merkittävää. Lisäksi peptideistä tehtiin UV-altistetut näytteet ilman titaanidioksidia 
valokatalyyttisen ja fotolyyttisen hajoamisen erottamiseksi. 
 
 
 
 
Kuva 4. Fosforyloimattoman (IR0), yhdesti (IR1) ja kolmesti fosforyloidun (IR3) 
insuliinireseptoripeptidin hajoaminen UV-valon ja lämpötilan vaikutuksesta ilman 
titaanidioksidia. Pylvään korkeus kuvaa jäljellä olevan hajoamattoman peptidin määrää. 
Vertailuna UV-altistamaton huoneenlämmössä valolta suojattuna pidetty näyte. 
Virhepalkit esittävät keskihajontaa kolmen rinnakkaisen injektion välillä.  
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2.2.1 pH:n vaikutus titaanidioksidivalokatalyysissa 
 
pH on yksi tärkeimmistä titaanidioksidivalokatalyysiin vaikuttavista tekijöistä. 
Titaanidioksidipartikkelien pinnan titanoliryhmien varaukset muuttuvat pH:n 
muuttuessa (yhtälöt 1 ja 2).45 Vastaavasti myös tutkittavien peptidien varaukset 
muuttuvat. pH:n vaikutusta insuliinireseptoripeptidien hajoamiseen tutkittiin 
optimaalisen pH:n löytämiseksi. Peptidit altistettiin UV-säteilylle 10 minuutin ajan 
vedessä (pH ~5,7) sekä happamissa (pH ~2,8) ja emäksisissä olosuhteissa (pH ~10,5) 
titaanidioksidin läsnä ollessa. 
 
Fosforyloimattoman peptidin hajoaminen oli tehokkainta vedessä ja emäksisissä 
olosuhteissa (Kuva 5). Näissä olosuhteissa peptidi hajosi lähes täysin 10 minuutin UV-
altistuksessa. Happamissa olosuhteissa valokatalyyttinen hajoaminen oli vähäistä. 
Fosforyloitujen peptidien kohdalla erot eivät olleet näin selkeitä ja merkittävää 
hajoamista tapahtui kaikissa olosuhteissa (Kuvat 6 ja 7). Yhdesti fosforyloidun peptidin 
hajoaminen oli hieman vähäisempää vedessä (pH 6), kun taas emäksisissä olosuhteissa 
se hajosi lähes täysin. Kolmesti fosforyloitu peptidi hajosi käytännössä kokonaan sekä 
vedessä että emäksisissä olosuhteissa. Happamissa olosuhteissa peptidiä oli jäljellä 
hieman enemmän UV-altistuksen jälkeen. Myös fotolyyttista hajoamista tapahtui 
kaikilla peptideillä, mutta se oli huomattavasti vähäisempää valokatalyyttiseen 
hajoamiseen verrattuna. Suuret erot peptidipiikkien pinta-aloissa kuvan 4 ja kuvien 5-7 
välillä johtuvat siitä, että näytteet analysoitiin eri laitteilla ja menetelmillä kuten 
kappaleessa 2.1.3 on kerrottu.  
 
pH:n vaikutusta valokatalyyttiseen hajoamiseen perustellaan usein sen vaikutuksilla 
hajotettavan yhdisteen adsorboitumiseen titaanidioksidipartikkeleihin.42 Peptidien 
adsorboitumisen ennustaminen ei ole kovin yksiselitteistä, sillä tyypillisesti niissä on 
useita happamia ja emäksisiä ryhmiä sekä hydrofiilisiä sivuketjuja, joiden väliset 
vuorovaikutukset titaanidioksidin kanssa vaikuttavat adsorboitumiseen. Peptidien 
tiedetään kuitenkin adsorboituvan titaanidioksidikolonneihin, kun pH on alle 9.26 
Happamissa olosuhteissa erityisesti fosforyloitujen peptidien adsorboitumisen voi 
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Kuva 5. Fosforyloimattoman peptidin hajoaminen eri pH:issa titaanidioksidi-
valokatalyysissa. Virhepalkit esittävät keskihajontaa kahden rinnakkaisen näytteen 
välillä. 
 
 
 
 
Kuva 6. Yhdesti fosforyloidun peptidin hajoaminen eri pH:issa titaanidioksidi-
valokatalyysissa. Virhepalkit esittävät keskihajontaa kolmen rinnakkaisen näytteen 
välillä.  
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Kuva 7. Kolmesti fosforyloidun peptidin hajoaminen eri pH:issa titaanidioksidi-
valokatalyysissa. Virhepalkit esittävät keskihajontaa kolmen rinnakkaisen näytteen 
välillä. 
 
 
olettaa olevan voimakasta negatiivisesti varautuneiden fosfaattiryhmien ja positiivisesti 
varautuneiden titaanidioksidipartikkelien välisen vetovoiman vuoksi. Toisaalta pH:ssa 
10,5 edes useasti fosforyloitujen peptidien ei pitäisi enää adsorboitua titaanidioksidiin.24 
Ainoa peptidi, jonka hajoamista titaanidioksidivalokatalyysissa eri pH-olosuhteissa on 
aiemmin tutkittu, on mikrokystiini-LR. Se hajoaa tehokkaimmin, kun olosuhteet ovat 
happamat ja adsorboituminen voimakkainta.53 
 
Kuvatun kirjallisuuden perusteella on todennäköistä, että myös tässä työssä tutkitut 
insuliinireseptoripeptidit adsorboituvat titaanidioksidiin voimakkaimmin happamissa 
olosuhteissa. Fosforyloimattoman peptidin hajoaminen näissä olosuhteissa oli kuitenkin 
vähäistä, joten ilmeisesti adsorboituminen ei ole ratkaiseva tekijä sen 
valokatalyyttisessa hajoamisessa. Adsorboituminen ei vaikuta havaittavasti myöskään 
fosforyloitujen peptidien valokatalyyttiseen hajoamiseen, sillä pH:n vaikutus niiden 
hajoamiseen oli vähäinen. Aikaisemminkin on todettu, ettei voimakkaampi 
adsorboituminen johda kaikkien yhdisteiden kohdalla tehokkaampaan hajoamiseen.49,54 
Liian voimakkaan adsorboitumisen on jopa esitetty hidastavan valokatalyyttista 
hajoamista.55 Toisaalta on hyvin todennäköistä, että adsorboitumiseen vaikuttavat 
muutkin tekijät kuin pH.  
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Adsorboitumisen vähäistä merkitystä tutkittujen peptidien hajoamiseen kuvaa myös se, 
että peptidit hajosivat lähes kokonaan emäksisissä olosuhteissa, joissa adsorboitumista 
ei pitäisi kirjallisuuden perusteella tapahtua lainkaan. Tehokkaampaa hajoamista 
emäksisissä olosuhteissa on selitetty hydroksidi-ionien suuremmalla määrällä, jolloin 
myös hydroksyyliradikaalien muodostuminen on tehokkaampaa.40,43,54 Tämä voi selittää 
myös fosforyloimattoman peptidin tehokkaampaa hajoamista pH:n noustessa. 
 
Tämän tutkimuksen perusteella voidaan sanoa, että pH:lla on merkittävä vaikutus 
fosforyloimattoman peptidin hajoamiseen. Fosforyloitujen peptidien kohdalla erot ovat 
niin pieniä, että pH:n vaikutuksesta niiden hajoamiseen ei voida tehdä selkeitä 
johtopäätöksiä. On mahdollista, että erot johtuvat huonosta toistettavuudesta näytteiden 
valmistuksessa tai analysoinnissa. Lisäksi fosforyloidut peptidit hajosivat kaikissa 
olosuhteissa niin merkittävästi, että eroja hajoamisnopeuksissa ei pystytty 
havaitsemaan. Lyhyemmillä UV-altistusajoilla erot olisivat voineet olla selkeämpiä, kun 
peptidit eivät olisi ehtineet hajota yhtä paljon. Toisaalta aiemminkin on todettu, että 
kaikkien yhdisteiden hajoamiseen pH:lla ei ole merkittävää vaikutusta.43,56 
 
2.2.2 Peptidien hajoaminen titaanidioksidivalokatalyysissa 
 
Peptidien hajoamista tutkittiin emäksisissä olosuhteissa. Tähän päädyttiin, koska kaikki 
peptidit hajosivat näissä olosuhteissa tehokkaasti ja näytteiden valmistus oli 
yksinkertaisempaa, kun pH oli valmiiksi emäksinen, eikä sitä tarvinnut säätää erikseen 
UV-altistuksen jälkeen. Peptidinäytteet altistettiin UV-säteilylle 0, 2, 4, 6, 8 tai 10 
minuutin ajan. Myöhemmin tehtiin vielä näytteet 0,5 ja 1 minuutin UV-altistuksella, 
koska peptidit hajosivat kahden minuutin UV-altistuksen jälkeen niin voimakkaasti, että 
mahdolliset hajoamistuotteetkin olivat todennäköisesti jo hajonneet eteenpäin. 
 
Tutkittujen peptidien hajoaminen titaanidioksidivalokatalyysissa oli hyvin nopeaa. 
Fosforyloimaton peptidi ja yhdesti fosforyloitu peptidi hajosivat voimakkaasti jo puolen 
minuutin UV-altistuksessa (Kuva 8). Vielä kahden minuutin UV-altistuksen jälkeen 
näitä peptidejä oli jäljellä pieniä määriä, mutta pidemmillä UV-altistusajoilla niitä ei 
enää voitu havaita käytetyillä menetelmillä.  
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Kuva 8. Fosforyloimattoman (IR0), yhdesti fosforyloidun (IR1) ja kolmesti 
fosforyloidun (IR3) insuliinireseptoripeptidin hajoaminen titaanidioksidivalo-
katalyysissa. Virhepalkeissa on esitetty keskihajonta neljän rinnakkaisen näytteen 
välillä. 
 
 
Kolmesti fosforyloidun peptidin hajoamiskuvaaja poikkeaa muista (Kuva 8). Yhden 
minuutin UV-altistuksen jälkeen peptidi oli hajonnut lähes kokonaan, mutta kahden 
minuutin UV-altistuksessa se ei hajonnut juuri lainkaan ja neljänkin minuutin jälkeen 
hajoaminen oli vähäistä. Todennäköisesti nämä poikkeamat johtuvat joko näytteiden 
valmistuksessa tapahtuneesta virheestä tai ongelmista analysoinnissa. 
 
2.2.3 Reaktiotuotteet 
 
UV-altistetuista peptidinäytteistä pyrittiin myös tunnistamaan peptidien 
hajoamistuotteita. Erityisesti kiinnostuksen kohteina olivat hapetustuotteet. 
Kromatogrammeissa ei erottunut uusia piikkejä UV-altistuksen jälkeen, joten 
hapetustuotteita etsittiin eristämällä kromatogrammeista mahdollisia hapetustuotteiden 
m/z-arvoja.  
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Fosforyloimattomasta ja yhdesti fosforyloidusta peptidistä muodostui yhdesti [M+O] ja 
kahdesti hapettuneet [M+2O] tuotteet (Kuvat 9 ja 10), joista jälkimmäistä muodostui 
molemmista peptideistä suhteessa enemmän. Yhdesti fosforyloidusta peptidistä 
muodostui mahdollisesti myös neljästi hapettunut [M+4O] tuote, mutta sitä muodostui 
niin vähän, että se jätettiin huomiotta. Tuotteiden pääteltiin olevan hapetustuotteita m/z- 
arvoista laskettujen tarkkojen massojen perusteella. Lähtöainepeptidin massaa verrattiin 
siitä muodostuneiden tuotteiden massoihin ja näiden erotusta hapen 
monoisotooppimassaan. Kolmesti fosforyloidun peptidin ei havaittu hapettuvan. 
 
Fosforyloimattoman peptidin hapetustuotteita muodostui eniten puolen minuutin UV-
altistuksessa. Yhdesti fosforyloidun peptidin hapetustuotteiden intensiteetit spektrissä 
olivat suurimpia yhden minuutin UV-altistuksen jälkeen. Mahdollisesti yhdesti 
fosforyloidun peptidin hapetustuotteet muodostuvat siis hieman hitaammin, mutta asian 
varmistamiseksi tarvitaan tarkempia tutkimuksia. 
 
 
Kuva 9. Keskiarvospektri (tr 1,81-1,93 min, kuvan 11 kromatogrammi) titaanidioksidi-
valokatalyysissa 0,5 minuutin UV-altistuksessa muodostuvista fosforyloimattoman 
peptidin ([M+3H]3+ m/z 541,59) hapetustuotteista.  
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Kuva 10. Keskiarvospektri (tr 1,75-1,87 min, kuvan 12 kromatogrammi) titaanidioksidi-
valokatalyysissa yhden minuutin UV-altistuksessa muodostuvista yhdesti fosforyloidun 
peptidin ([M+3H]3+ m/z 568,24) hapetustuotteista. 
 
 
Muodostuneet hapetustuotteet hajosivat nopeasti eteenpäin tai niitä muodostui niin 
vähän, että ne eivät näy kromatogrammipiikkeinä kokonaisionikromatogrammissa 
(TIC). Eristetyissä ionikromatogrammeissa (XIC) yhdesti ja kahdesti hapettuneet 
tuotteet näkyvät piikkeinä, mutta intensiteetit ovat hyvin pieniä (Kuvat 11 ja 12). 
Hapetustuotteet eluoituivat kolonnista juuri ennen hapettumatonta peptidiä. Yhdesti 
hapettunut tuote eluoitui hieman kahdesti hapettunutta aikaisemmin, mutta tuotteet eivät 
eronneet toisistaan täysin. Hapetustuotteiden eristettyjen ionikromatogrammien piikit 
ovat peptidipiikkiin nähden leveitä. Todennäköisesti valokatalyysireaktiossa muodostuu 
useita erilaisia samanmassaisia hapetustuotteita, joissa hapettuminen tapahtuu eri 
kohtiin peptidiä. 
 
Koska tuotteita muodostui niin vähän, niistä ei saatu tuoteionispektrejä, joiden avulla 
olisi voitu saada tarkempaa tietoa tuotteiden rakenteista ja hapetuskohdista. 
Kirjallisuuden perusteella oletuksena oli, että hapettuminen tapahtuu tyrosiiniin.  
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Kuva 11. Fosforyloimattoman peptidin (IR0) ja siitä muodostuneiden yhdesti [M+O] ja 
kahdesti hapettuneiden [M+2O] tuotteiden eristetyt ionikromatogrammit 0,5 minuutin 
UV-altistuksen jälkeen.  
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Kuva 12. Yhdesti fosforyloidun peptidin (IR1) ja siitä muodostuneiden yhdesti [M+O] 
ja kahdesti hapettuneiden [M+2O] tuotteiden eristetyt ionikromatogrammit yhden 
minuutin UV-altistuksen jälkeen.  
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Tyrosiinin hapettumista titaanidioksidivalokatalyysissa ei tiettävästi ole aiemmin 
tutkittu, mutta aminohappojen hajoamisnopeutta verrattaessa tyrosiinin havaittiin 
hajoavan nopeimmin.87 Tässä työssä tutkituissa peptideissä ei myöskään ollut muita 
aiemmissa tutkimuksissa helposti hapettuneita aminohappoja. 
 
Tyrosiinin on myös todettu hapettuvan herkästi sekä otsonireaktioissa että 
elektrokemiallisessa hapetuksessa.11-12 Otsonilla hapetettaessa tyrosiinin hapettuminen 
peptidirakenteessa oli kuitenkin vähäistä, mutta elektrokemiallisissa reaktioissa tyrosiini 
on saatu hapettumaan myös proteiineista.11,14 Otsonihapetuksessa tyrosiinin todettiin 
hapettuvan muodostaen pääasiassa yhdesti hapettuneita tuotteita [M+16], joista 
päätuotteen arveltiin olevan 3,4-dihydroksifenyylialaniini.11 Elektrokemiallisessa 
hapetuksessa tyrosiinista muodostui useita erilaisia yhdesti hapettuneita tuotteita 
massoilla [M+16], [M+14] sekä [M-2].12 Myös peptidiketjun havaittiin katkeavan 
joissain tapauksissa tyrosiinin C-terminaaliselta puolelta. Näistä tuotteista vain [M+16]-
tuote havaittiin tässä tutkimuksessa. 
 
Jatkossa tulisi varmistaa, tapahtuuko hapettuminen tyrosiiniin ja mikä peptidin kolmesta 
tyrosiinista hapettuu. Koska kyseessä on todennäköisesti seos erilaisia samanmassaisia 
hapetustuotteita, tulisi erilaiset tuotteet saada ensin erotettua LC-menetelmällä ennen 
kuin hapetustuotteiden rakennetta voidaan selvittää tarkemmin. Tässä työssä käytetyllä 
menetelmällä tämä ei onnistunut, mutta minkäänlaista menetelmän optimointia ei tehty. 
 
Hapetustuotteiden tuoteionispektreistä voitaisiin tunnistaa peptidien hapettuneita ja 
hapettumattomia fragmentteja ja sen perusteella mahdollisesti päätellä, mikä tai mitkä 
aminohapoista ovat hapettuneet. Jotta tuoteionispektrien intensiteetit olisivat riittäviä 
fragmenttien tunnistamiseen, hapetustuotteita pitäisi saada muodostumaan enemmän. 
Käytetyissä reaktio-olosuhteissa lähtöaineena olleet peptidit olivat hajonneet lähes 
kokonaan jo lyhyimmällä UV-altistusajalla, joten on hyvin mahdollista, että myös 
hapetustuotteet ovat ehtineet hajota eteenpäin. Titaanidioksidivalokatalyysireaktiota 
hidastamalla tai UV-altistusaikoja lyhentämällä tuotteita voitaisiin saada muodostumaan 
enemmän. UV-altistusaikojen lyhentäminen käytetyllä UV-lampulla voi olla 
käytännössä hankala toteuttaa toistettavasti. Valokatalyysireaktioita voidaan 
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mahdollisesti hidastaa esimerkiksi titaanidioksidin konsentraatiota pienentämällä tai 
peptidin konsentraatiota suurentamalla. 
 
Kiinnostavaa olisi myös selvittää, miten tyrosiinin fosforyloituminen vaikuttaa 
hapettumiseen. Elektrokemiallisessa hapetuksessa tämän on havaittu estävän peptidin 
hapettumisen.12 Myös tämän tutkimuksen perusteella näyttää siltä, että hapettumista ei 
tapahdu, kun kaikki tyrosiinit ovat fosforyloituneet, sillä kolmesti fosforyloidun 
peptidin ei havaittu hapettuvan. Saatujen tulosten pohjalta ei kuitenkaan voida sanoa, 
onko yhdesti fosforyloitu peptidi hapettunut vain fosforyloimattomiin tyrosiineihin, vai 
muodostuuko myös sellaisia tuotteita, joissa fosforyloitu tyrosiini hapettuu. Tästäkin 
saadaan lisää tietoa, jos hapetuskohdat pystytään tunnistamaan. 
 
2.2.4 Ongelmakohtia ja syitä huonoon toistettavuuteen 
 
Tämän työn tulosten tarkastelun kannalta on ongelmallista, että toistettavuus oli 
jatkuvasti huono ja keskihajonnat välillä hyvin suuria. Toistettavuuteen ovat 
vaikuttaneet useat tekijät näytteiden valmistuksessa sekä ongelmat näytteiden 
analysoinnissa. Tässä kappaleessa käsitellään syitä, jotka ovat voineet vaikuttaa 
toistettavuuteen kaikkien edellä kuvattujen tulosten osalta. 
 
Näytteiden valmistuksessa magneettisekoittajien käyttö UV-altistuksen aikana ei ollut 
toistettavaa. Magneetit pyörivät eppendorf-putkissa hyvin vaihtelevasti, vaikka nopeus 
asetettiin samaksi. Ajoittainen hitaampi sekoitus ei aiheuttanut 
titaanidioksidipartikkelien sedimentoitumista havaittavasti. Sekoitusnopeudella voi 
kuitenkin olla vaikutusta muun muassa titaanidioksidin valoaktivoitumisen seurauksena 
muodostuvien lyhytikäisten radikaalien diffuusion avulla kulkemaan matkaan ja siten 
myös reaktioon. Magneettisekoittajat pestiin näytteiden välissä ja huuhdeltiin lopuksi 
metanolilla, minkä jälkeen niiden annettiin kuivua. Mikäli magneetit eivät kuitenkaan 
olleet täysin kuivia, voi sillä olla merkittävä reaktiota hidastava tai jopa estävä 
vaikutus.42 Jatkossa tulisikin kiinnittää huomiota näytteiden sekoituksen 
toistettavuuteen sekä välttää valokatalyysia hidastavien tai estävien liuottimien käyttöä 
magneettien pesemisessä.  
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Myös analysoinnissa toistettavuus oli huono, mikä havaittiin, kun sama näyte 
analysoitiin useamman kerran samalla menetelmällä. Yksi syy huonoon toistettavuuteen 
voi olla fosfopeptidien adsorboituminen fosfaattiryhmistä ruostumattomaan 
teräkseen.88-90 Erityisesti useasti fosforyloiduilla yhdisteillä adsorboitumisen 
ruostumattomasta teräksestä valmistettuihin LC-laitteiston osiin ja ESI-kapillaariin on 
havaittu olevan erittäin merkittävää happamissa olosuhteissa.88 Adsorboituminen 
perustuu vastaavaan mekanismiin kuin fosfopeptidien rikastuksessa käytetyssä 
IMAC:ssa. Tämä selittänee ainakin osittain huonoa toistettavuutta erityisesti kolmesti 
fosforyloidun peptidin kohdalla, sillä tässä tutkimuksessa käytetty laitteisto sisälsi 
ruostumattomasta teräksestä valmistettuja osia ja käytetty ajoliuos oli hapan. Yhdesti 
fosforyloidun peptidin kohdalla adsorboitumisen pitäisi olla vähäistä ja 
fosforyloimattoman peptidin ei pitäisi juuri adsorboitua ruostumattomaan teräkseen. 
Mahdollisesti peptidit voivat kuitenkin adsorboitua teräkseen myös aminohappojen 
sivuketjuista kuten IMAC:ssa.21 Adsorboitumisen välttämiseksi laitteiston teräksiset 
osat pitäisi korvata muilla materiaaleilla. Myös erilaisten adsorboitumista estävien 
yhdisteiden lisäämistä ajoliuoksiin on tutkittu.90 
 
 
3 JOHTOPÄÄTÖKSET 
 
Tutkimuksessa käytetyt peptidit hajosivat nopeasti titaanidioksidivalokatalyysissa. pH:n 
vaikutus hajoamiseen oli merkittävä fosforyloimattoman peptidin kohdalla, sillä sen 
hajoaminen oli selvästi vähäisempää happamissa olosuhteissa. Fosforyloitujen peptidien 
kohdalla merkittävää eroa eri pH:issa ei havaittu, vaan ne hajosivat kaikissa tutkituissa 
olosuhteissa merkittävästi. Tämä ei kuitenkaan sulje pois sitä mahdollisuutta, että 
hajoamisnopeuksissa on eroa. 
 
Fosforyloimaton ja yhdesti fosforyloitu peptidi hapettuivat titaanidioksidi-
valokatalyysissa muodostaen pääasiassa yhdesti ja kahdesti hapettuneita tuotteita. 
Kolmesti fosforyloidun peptidin ei havaittu hapettuvan. Käytetty koejärjestely ei 
kuitenkaan ollut optimaalinen tuotteiden muodostumisen kannalta.  
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Reaktio-olosuhteiden optimointi sekä toistettavuuden parantaminen ovat edellytyksiä 
tarkemmille tutkimuksille. Myös erotusmenetelmä pitäisi optimoida samanmassaisten 
hapetustuotteiden erottamiseksi toisistaan. Lisäksi hapetustuotteiden rakenteiden 
selvittäminen sekä fosforyloitumisen vaikutus hapettumiseen ovat kiinnostavia aiheita 
jatkotutkimuksille.  
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